Stimmt das Volumen der Pipette? by Romaguera, Antonio
b Laboratorien, die nach ISO 
9001 zertifiziert, nach ISO 17025 
akkreditiert sind oder nach den 
GLP/GMP-Richtlinien arbeiten, 
sind verpflichtet, ihre Pipetten im 
Rahmen der Prüfmittelüberwa-
chung regelmäßig zu kalibrieren, 
denn diese sind qualitätsrelevante 
Messmittel. Die Kalibrierung dient 
dazu, Abweichungen des dosierten 
Volumens vom eingestellten Volu-
men zu ermitteln und mit den ge-
forderten Fehlergrenzen für die 
systematische (Richtigkeit) und 
zufällige (Variationskoeffizient) 
Messabweichung zu vergleichen. 
Wie oft die Pipetten zu prüfen sind, 
hängt in Anlehnung an die ISO 
10012 (Messmanagementsysteme – 
Anforderungen an Messprozesse 
und Messmittel) unter anderem da-
von ab, wie oft und mit welchen 
Flüssigkeiten sie genutzt werden. 
Die meisten Pipettenhersteller 
empfehlen eine Überprüfung alle 
drei bis zwölf Monate.
Die eigentliche Kalibrierung von 
Kolbenhubpipetten beschreiben 
detailliert Teil 2 und Teil 6 der DIN 
EN ISO 8655. Goldstandard ist 
heute die gravimetrische Prüfung. 
Alternativen wie die photometri-
sche Messung stehen in Teil 7 der 
Norm. In der Norm findet man An-
gaben zu den einzuhaltenden Um-
gebungsbedingungen, zur eigentli-
chen Durchführung der Prüfung 
und zur abschließenden Auswer-
tung.1)
Umgebungsbedingungen
b Aufgrund der Bauform und des 
Arbeitsprinzips von Luftpolsterpi-
petten (Abbildung 1 a, links) spie-
len die Umgebungsbedingungen 
bei der Kalibrierung eine weitaus 
größere Rolle als bei anderen Li-
quid-Handling-Geräten, zum Bei-
spiel Handdispensern oder Fla-
schenaufsatzdispensern, die Di-
rektverdränger sind. Schwankun-
gen der Temperatur, der relativen 
Luftfeuchtigkeit und des Luftdru-
ckes wirken sich direkt auf die 
Verhältnisse im Luftpolster aus 
und verursachen große Fehler. Ist 
beispielsweise die Luft im Prüf-
raum und somit auch im Luftpols-
ter der Pipette zu Prüfbeginn tro-
cken und saugt man die Prüfflüs-
sigkeit auf, verdunstet über die 
Flüssigkeitsoberfläche das Wasser 
in das Luftpolster hinein. Dadurch 
vergrößert sich das Volumen des 
Luftpolsters, und das abgegebene 
Volumen ist zu niedrig. 
Die Ergebnisse zahlreicher Un-
tersuchungen führten Ende 2011 
zur Erstellung und Veröffentli-
chung der DKD-Richtlinie 8–1 
(DKD-R 8–1 „Kalibrierung von 
Kolbenhubpipetten mit Luftpols-
ter“)2) und eines Berichts zu die-
ser Richtlinie („Analyse der Ein-
flussgrößen auf die Kalibrierung 
von Kolbenhubpipetten mit Luft-
polster“).3) Beide Unterlagen 
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Abb. 1. a) Links: Luftpolsterpipette: Das Luftpolster zwischen Flüssigkeitsoberfläche und  
Kolben wird von den Umgebungsbedingungen beeinflusst; rechts: Direktverdrängerpipette.  
b) Eintauchtiefe und Haltung der Pipette beim Aufsaugen; beides beeinflusst die aufge-
nommene Flüssigkeitsmenge.
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können von der Homepage der 
Physikalisch-Technischen Bun-
desanstalt heruntergeladen wer-
den.2,3)
Der Einfluss von Temperatur 
und Luftfeuchtigkeit
b Während der Kalibrierung ver-
fälschen Temperaturdifferenzen 
zwischen dem destillierten Was-
ser, der Pipette und der Luft das 
Ergebnis. Für einen sicheren Tem-
peraturausgleich müssen Luft-
polsterpipetten mindestens zwei 
Stunden im klimatisierten Mess-
raum gelagert werden.
Während der Kalibrierung 
sollte die Differenz zwischen der 
Raum- und der Wassertempera-
tur unterhalb von 0,5 K liegen, 
und auch die Temperatur der 
Raumluft darf maximal um 
± 0,5 K schwanken.
Durch die Verdunstung der 
Prüfflüssigkeit (Wasser der Quali-
tät 3 nach DIN ISO 3696) aus dem 
Vorratsgefäß kühlt sich diese ab, 
was bei den nachfolgenden Be-
rechnungen zu berücksichtigen 
ist. Daher ist die Temperatur der 
Prüfflüssigkeit regelmäßig zu 
überwachen, und die Wasserober-
fläche im Vorratsgefäß sollte mög-
lichst klein sein.
Die DKD-Richtline 8–1 fordert 
eine relative Luftfeuchtigkeit von 
45 % bis 60 % für die Kalibrie-
rung von Pipetten. Wie beschrie-
ben, führt eine niedrige Luft-
feuchte zu einem verringerten ge-
messenen Volumen. Grundsätz-
lich ist die Verdunstung zusätz-
lich durch die Verwendung von 
Verdunstungsfallen, Mikrowäge-
gefäßen und ähnlichem zu mini-
mieren.
Arbeitstechnik beim Kalibrieren: 
Volumen, Eintauchtiefe, Abgabe
b Kalibriert werden variable Pi-
petten bei 10 %, 50 % und 100 % 
des Nennvolumens. Die Prüfung 
sollte bei 10 % des Nennvolu-
mens begonnen werden. Volumi-
na unter 10 % sind nicht zu prü-
fen.
In einem ersten Schritt muss 
das Gerät nach dem Aufstecken 
einer Pipettenspitze durch fünf-
maliges Aufsaugen und Abgeben 
der Prüfflüssigkeit konditioniert 
werden. Das Vorkonditionieren 
reduziert das Verdunsten von 
Flüssigkeit in das Luftpolster hi-
nein.
Nach ISO 8655 Teil 2 ist für jede 
Messung eine neue Pipettenspitze 
zu benutzen, die zuvor einmal vor-
befeuchtet wurde. Untersuchungen 
zeigen jedoch, dass ein Spitzen-
wechsel das zuvor erreichte Gleich-
gewicht im Luftpolster wieder zer-
stört. Das Ergebnis dieser Untersu-
chungen steht in der DKD-R 8–1. 
Das Arbeiten mit nur einer Spitze 
für einen Volumenbereich ist somit 
zulässig. Die Spitze sollte erst dann 
gewechselt werden, wenn das Volu-
men eingestellt ist. Auch dann ist 
ein fünfmaliges Vorbefeuchten not-
wendig. 
Beim Aufsaugen der Flüssigkeit 
und Herausziehen der Spitze aus 
der Prüfflüssigkeit muss die Pi-
pette senkrecht stehen (Abbil-
dung 1 b). Wenn die Flüssigkeit 
wieder abgegeben wird, kann der 
Winkel 30 ° bis 45 ° betragen. Wäh-
rend des Aufsaugvorganges darf 
die Pipettenspitze die Gefäßwand 
nicht berühren.
Die Eintauchtiefe und die War-
tezeit in der Prüfflüssigkeit hän-
gen vom Volumenbereich der Pi-
pette ab (Tabelle 1, S. 1142). 
Nach dem Abstreifen der Spitze 
an der Gefäßwand darf sich die 
Spitzenöffnung beim Zurückziehen 
des Kolbens nicht zu nah am Me-
niskus der Flüssigkeit befinden, 
um die versehentliche Aufnahme 
von Flüssigkeit zu vermeiden. 
Insgesamt sind zehn Messungen 
pro Prüfvolumen und Kanal durch-
zuführen. Die Kalibrierung von Pi-
petten mit einem Volumenbereich 
von 10 µL bis 1 mL erfordert nach 
ISO 8655 eine fünfstellige Waage, 
die Kalibrierung von Pipetten mit 
einem Volumen unter 10 µL ver-
langt eine Waage mit sechs Nach-
kommastellen (Tabelle 2, S. 1142).
Den Ablauf einer vollständigen 
Prüfung zeigt Abbildung 2.
Berechnung des  
tatsächlichen Volumens
b Die Wägewerte sind nur die 
Massewerte des pipettierten Volu-
mens. Eine Korrekturrechnung lie-
fert das tatsächliche Volumen: 
• W = Wägewert,
• VtRef = Volumen bei Referenz-
temperatur (20 °C),
• tRef = Referenztemperatur 
(20°C),
• t = gemessene Temperatur,
• qG = Dichte des Justiergewichts,
•  ql = Luftdichte in Abhängigkeit 
von Luftdruck, Temperatur und 
Luftfeuchte,
•  qW = Wasserdichte in Abhängig-
keit von der Temperatur,
• c = kubischer Ausdehnungsko-
effizient.
Um die Berechnungen zu er-
leichtern, werden die verschiede-
Abb. 2. Schema für den Ablauf einer Kalibrierung: Vor der 
 eigentlichen Kalibrierung ist die Pipette zu identifizieren und 
 an die Umgebungstemperatur im Prüfraum anzupassen.
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nen Faktoren im Korrekturfaktor 
Z zusammengefasst. Dabei wird 
der kubische Ausdehnungskoef-
fizient nicht berücksichtigt  
(= 0), da Kolbenhubpipetten her-
stellerabhängig aus unterschied-
lichsten Materialien bestehen 
und die Werte generell nicht de-
finierbar sind. Daraus ergibt 
sich:
Der Korrekturfaktor Z in Abhän-
gigkeit von der Temperatur der 
Prüfflüssigkeit und dem Luft-
druck braucht auch hier nicht be-
rechnet zu werden, sondern kann 
der ISO 8655 entnommen wer-
den.
Weitere Berechnungen umfassen 
die Kalkulation des mittleren Volu-
mens (V), des Variationskoeffizien-
ten (VK) und der Richtigkeit (R). 
Die Werte für die Richtigkeit 
und den Variationskoeffizient wer-
den dann mit den Fehlergrenzen 
der ISO 8655 verglichen. Nur Pi-
petten, die die Fehlergrenzen nicht 
überschreiten, dürfen eingesetzt 
werden.
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Tab. 2. Geforderte Waagengenauigkeit nach ISO 8655 bei der Kalibrierung von 
Luftpolsterpipetten.
Tab. 1. Eintauchtiefe der Pipette und Wartezeit nach der Richtlinie 
DKD-R 8–1.
Volumenbereich 
[μL] 
Eintauchtiefe  
[mm] 
Wartezeit  
[s] 
0,1 – 1 1 – 2 1 
> 1 – 100  2 – 3 1 
> 100 – 1000 2 – 4 1 
> 1000 3 – 6 3 
Volumenbereich 
[μL] 
Waagenanzeige Reproduzierbarkeit 
0,1 – 10 6-stellig ± 0,003 mg 
20 – 30 5-stellig ± 0,03 mg 
50 – 250 5-stellig ± 0,02 mg 
300 – 1000 4-stellig ± 0,1 mg 
TA Instruments kauft  
Messtechnikhersteller
b TA Instruments, eine Tochter 
des US-Geräteherstellers Waters, 
hat Scarabaeus Mess- und Produkti-
onstechnik, Wetzlar, übernommen. 
Scarabaeus war bisher in Privatbe-
sitz und produziert Geräte und Soft-
ware für die Analyse von Kautschuk 
und die Kautschukverarbeitung. 
www.scarabaeus-gmbh.de
Endress + Hauser  
übernimmt Analytik Jena
b Endress+Hauser, Hersteller von 
Prozessanalysatoren, übernimmt 
Analytik Jena. Das Unternehmen 
hält bereits 47 % der Anteile an 
Analytik Jena und wird nun auch 
die restlichen Stimmrechte aufkau-
fen, unter anderem vom Land Thü-
ringen. Der Angebotspreis beträgt 
13,75 Euro pro Aktie. 
Analytik Jena soll auch nach der 
Übernahme ein eigenständiges Un-
ternehmen bleiben und den Stand-
ort Jena beibehalten. 
delivr.com/25fkv
Bruker ins  Mikroskopie geschäft 
b Der Spektroskopehersteller Bru-
ker hat einen Zulieferer von Produk-
ten für die Fluoreszenzmikroskopie 
gekauft, das US-Unternehmen Prai-
rie Technologies. Dieses setzte im 
letzten Jahr 11 Mio. Dollar um und 
beschäftigt 30 Mitarbeiter. Bruker 
erwirtschaftete mit 6000 Mitarbei-
tern im Jahr 2012 einen Umsatz von 
1,8 Mrd. US-Dollar. Prairie Techno-
logies wird Brukers Abteilung für 
Nanooberflächen erweitern. 
ir.bruker.com
Agilent trennt elektronische 
Messtechnik ab
b Agilent spaltet sich in zwei bör-
sennotierte Unternehmen auf: Die 
Geschäftsbereiche Life Science, Di-
agnostik und Angewandte Märkte 
(LDA) behalten den Namen Agi-
lent, das zweite Unternehmen um-
fasst Agilents Geschäft mit elektro-
nischer Messtechnik. LDA erzielt 
als wachstumsstärkerer Sektor im 
Jahr 2013 einen geschätzten Um-
satz von 3,9 Mrd. US-Dollar, eine 
Mrd. mehr als der Messtechnikbe-
reich. Durch die Trennung soll 
Agilent vom Wachstum der LDA-
Branche profitieren, unabhängig 
vom konjunkturempfindlichen 
Messtechnikmarkt. Die Transakti-
on soll Ende 2014 abgeschlossen 
sein.
delivr.com/2jt2f
Kurz notiert
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